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En	 la	actualidad	 las	proteínas	 terapéuticas	son	 fármacos	 fundamentales	que	nos	han	
permitido	mejorar	el	tratamiento	de	un	gran	número	de	patologías,	el	desarrollo	de	la	





de	ADN	 recombinante,	 los	 sistemas	 de	 expresión	más	 comúnmente	 empleados	 y	 su	






























































































































con	 fines	 prácticos	 o	 industriales	 específicos.	 Dichos	 organismos	 pueden	 estar	 o	 no	
modificados	 genéticamente	por	 lo	que	no	hay	que	 confundir	 la	Biotecnología	 con	 la	
ingeniería	genética.	







agua	 dulce	 para	 la	 obtención	 de	 alimentos,	 medicamentos,	 cosméticos,	
biocombustibles	y	acuicultura.	
• Roja	 (biomedicina):	Utilizada	para	el	 diseño	 y	producción	de	nuevas	 vacunas,	
creación	 de	 proteínas	 terapéuticas	 (tema	 principal	 de	 este	 trabajo),	 terapia	
génica	y	de	células	madre.	
• Blanca	 (energética	 e	 industrial):	 Procesos	 industriales	 a	 gran	 escala	 como	 la	
producción	 en	 masa	 de	 medicamentos,	 vacunas	 o	 del	 desarrollo	 de	 nuevas	
energías	como	puede	ser	el	biodiésel.	
• Gris	 (medioambiental):	 Trabaja	 en	 preservar	 el	 medio	 natural	 evitando	 o	
solucionando	 problemas	 ecológicos,	 el	 análisis	 genético	 de	 poblaciones	 y	
especies	del	ecosistema.	
Este	campo	está	en	continuo	avance	por	 lo	que	se	van	desarrollando	nuevos	colores	
como	 el	 amarrillo	 (nutricional),	 el	 negro	 (contra	 el	 bioterrorismo)	 o	 el	 marrón	
(tratamiento	y	aprovechamiento	de	suelos	áridos	y	desérticos).	




insulina	 humana	 recombinante	 (Humilinâ),	 con	 lo	 que	 en	 apenas	 una	 década	 se	
sentaron	bases	de	la	ingeniería	genética2.	Tras	la	aprobación	de	Humilinâ	empieza	el	
periodo	 de	 la	 llamada	 biotecnología	 moderna,	 en	 el	 cual	 se	 empiezan	 a	 utilizar	 las	
técnicas	de	ingeniería	genética.	Esto	nos	permite,	entre	otras	aplicaciones,	la	producción	






Para	 entender	 cómo	 se	 producen	 y	 diseñan	 estas	 proteínas	 terapéuticas,	 debemos	












se	 transmite	 de	 generación	 en	 generación.	 Anteriormente	 en	 1950	 Erwin	 Chargaff	
analizó	las	bases	nitrogenadas	del	ADN	en	diferentes	formas	de	vida,	concluyendo	que,	
la	 cantidad	de	purinas	 (adenina	y	 guanina)	 siempre	 se	encontraban	en	proporciones	
iguales	a	las	de	las	pirimidinas	(citosina	y	timina).	La	proporción	era	igual	en	todas	las	
células	de	los	individuos	de	una	misma	especie,	pero	variaba	de	una	especie	a	otra.	El	







sistema	 de	 expresión,	 en	 este	 caso	 sería	 una	 bacteria,	 del	 cual	 seleccionaremos	 un	
vector	 (plásmido).	 Tanto	 el	 vector	 como	 el	 gen	 se	 cortan	 con	 endonucleasas	 de	
restricción,	 en	este	caso	sería	EcoR1,	para	generar	 extremos	cohesivos	que	se	unirán	










necesario	 se	 modifica	 y	 una	 vez	 realizado	 este	 proceso	 se	 inserta	 en	 una	 célula,	
bacteriana	 o	 a	 una	 levadura	 (en	 la	 mayoría	 de	 ocasiones),	 que	 copiarán	 este	 ADN	
modificado	al	mismo	tiempo	que	copian	el	suyo	propio	y	se	expresará	con	normalidad	
(Figura	 1).	 Este	 proceso	 es	 conocido	 como	 clonación	 de	 ADN	 y	 da	 lugar	 a	 	 un	 ADN	




2. Conocer	 las	 consecuencias	 en	 el	 funcionamiento	 celular	 si	modificas	 una	
zona	determinada	de	un	gen	
3. Sustituir	un	gen	defectuoso	por	uno	con	una	funcionalidad	normal.	



















al	 sistema	nacional	 de	 salud	 de	 España	 ahorrar	millones	 de	 euros.	 Se	 calcula	 que	 el	




































Humalog®,	 Enbrel®	 o	 Lantus®	 son	 proteínas	 producidas	 mediante	












el	 material	 que	 codifica	 la	 proteína,	 construir	 un	 vector	 (molécula	 que	 transfiere	 y	
replican	 fragmentos	 de	 ADN	 insertados	 mediante	 la	 técnica	 de	 ADN	 recombinante)	
adaptado	al	organismo	hospedador	y	que	se	exprese	la	proteína	que	nos	interesa	en	el	
organismo	recombinante.	
    
Los	 sistemas	 de	 expresión	 más	 usados	 son	 la	 bacteria	 Escherichia	 coli,	 la	 levadura	
Saccharomyces	cerevisae	y	 las	células	de	mamífero	Chinese	Hamster	Ovary	 (CHO).	La	















































































































• 	Células	de	mamíferos	12:	 la	más	utilizada	es	 la	CHO	 (70%),	 aunque	hay	otras	
como	NS0	(originada	en	la	línea	celular	del	Mieloma	del	ratón)	o	BHK	(riñón	de	
hámster	bebé).	Esta	línea	celular	se	utiliza	debido	a	que	muchas	proteínas	son	
extremadamente	 complejas	 para	 que	 puedan	 ser	 producidas	 en	 un	 sistema	
procariota	o	en	uno	eucariota	unicelular	 (levaduras).	Ya	que	 la	producción	de	
estas	 proteínas,	 por	 ejemplo;	 los	 anticuerpos	 monoclonales,	 necesitan	 una	
maquinaria	 compleja	 que	 sea	 capaz	 de	 producir	 modificaciones	 post-
transduccionales	como	la	glicosilación	que	los	otros	sistemas	no	pueden	realizar	
de	 forma	 correcta,	 además	 esta	 descrito	 que	 estas	 modificaciones	 son	 muy	
influyentes	en	 la	 calidad	y	 la	eficacia	de	 la	proteína.	 Los	 sistemas	procariotas	
darían	células	aglicosiladas	que	suelen	ser	inactivas	y	además	son	rápidamente	
eliminadas.	Sin	embargo,	los	sistemas	eucariotas	(levaduras)	si	pueden	producir	
glicosilaciones,	 pero	 suelen	 ser	 distintas	 a	 las	 humanas,	 además	 pueden	 dar	
hiperglicosilaciones	 lo	 cual	 produciría	 que	 el	 paciente	 tratado	 tuviese	 una	












principales	 puntos	 por	 los	 que	 aún	 sigue	 siendo	 el	 huésped	de	 elección	 para	
producir	de	proteínas	recombinantes	simples.	
	
• Levaduras	 14:	 Su	 utilización	 es	menor	 que	 la	 de	 los	 2	 sistemas	 de	 expresión	









artificial	 de	nuevas	proteínas	que	añadan	nuevas	 funciones	 a	 las	proteínas	humanas	
originales,	 como	 enzimas	 y	 anticuerpos,	 las	 cuales	 juegan	 un	 papel	 importante	 en	
nuestra	fisiología	o	en	la	mejora	de	la	función	proteica.	
La	 optimización	 de	 las	 proteínas	 terapéuticas	 se	 puede	 realizar	 mediante:	 la	



















proteína	 al	 determinar	 que	 aminoácidos	 deben	 cambiarse	 para	 lograr	 una	
propiedad	especifica.	La	predicción	se	realiza	mediante	bioinformática,	es	decir	
utilizando	 programas	 específicos	 para	 la	 visualización	 y	 manipulación	 de	 la	
proteína	 nativa,	 con	 ello	 podremos	 interpretar	 y	 predecir	 cómo	 influyen	 las	
mutaciones	en	el	plegamiento	y	en	las	propiedades	de	la	proteína.		
• Mutagénesis	sitio-específica:	Es	el	proceso	en	el	que	se	generan	cambios	en	la	





la	 fase	 de	 diseño	 se	 seleccionaron	 ya	 que	 tenían	 una	mayor	 probabilidad	 de	
producir	 un	 cambio	 particular	 en	 una	 propiedad	 de	 la	 proteína.	 Después,	 la	
proteína	codificada	por	cada	gen	mutado	debe	probarse	para	determinar	si	el	
proceso	de	mutagénesis	ha	generado	realmente	el	cambio	deseado.3	




















consiste	 en	 varios	 pasos;	 lo	 primero	 es	 someter	 un	 gen	 a	 rondas	 repetitivas	 de	
mutagénesis	 (creando	 una	 biblioteca	 de	 variantes),	 después	 hay	 que	 detectar	 las	
mutaciones	 con	 una	 actividad	 disminuida,	 la	 selección	 (expresando	 las	 variantes	 y	


















vitro	 y	 estos	procesos	pueden	 llegar	 a	 crear	millones	de	 secuencias	para	una	
proteína	con	100	aminoácidos.	
• Detección	 de	 mutaciones	 no	 válidas:	 En	 esta	 fase	 debemos	 detectar	 las	
variantes	 con	 una	 peor	 actividad.	 Esto	 se	 realiza	 mediante	 ensayos	 de	 alto	
rendimiento.	Existen	2	métodos	principales:	





o In	 vivo:	 cada	 célula	 del	 sistema	 de	 expresión	 contiene	 una	 variante	
distinta,	 por	 lo	 que	 solo	 difiere	 un	 gen	 entre	 las	 células.	 Las	 células	







mejor	 a	 las	 condiciones	 de	 temperatura,	 disolución…	 y	 además	 crea	
bibliotecas	mucho	mayores.	
 
• Selección:	 Esta	 fase	 es	 en	 la	 cual	 escogeremos	 las	 proteínas	 que	 realicen	 las	





PCR	 o	 bacterias	 hospedadoras	 y	 se	 usará	 la	mejor	 secuencia	 individual	 o	 un	
conjunto	 de	 secuencias	 como	 base	 para	 repetir	 la	 mutagénesis,	 con	 lo	 que	







Las	 fases	 explicadas	 anteriormente	 se	 pueden	 realizar	 mediante	 mutagénesis	
aleatorizada	 (figura	 4),	 en	 la	 cual	 al	 menos	 uno	 de	 estos	 pasos	 lo	 ha	 de	 realizar	
manualmente	 el	 investigador,	 lo	 que	 provoca	 una	 inversión	 de	 tiempo	mayor	 y	 una	
mayor	duración	del	proceso.	O	mediante	la	mutagénesis	aleatorizada	continua,	que,	por	


































péptidos	 deseados	 que	 presenta	 el	 fago	 se	 unan	 a	 la	 superficie	 solida	
(anticuerpo…)	y	así	cribarlos.		
• El	 tercer	paso	es	el	de	 lavado	 en	el	 cual	 se	eliminan	 los	 fagos	no	unidos	a	 la	
superficie,	por	lo	tanto,	solo	se	mantienen	aquellos	que	estén	unidos	con	una	
alta	afinidad.	
• El	 cuarto	 paso	 es	 el	 de	 elución	 donde	 los	 fagos	 unidos	 se	 eluyen	 gracias	 a	
cambios	en	el	pH,	temperatura	u	otras	condiciones	ambientales.		
Recordemos	que	es	un	proceso	que	se	engloba	en	la	mutagénesis	aleatorizada	por	


























Los	 métodos	 de	 mutagénesis	 directa	 y	 aleatorizada	 se	 pueden	 combinar	 dando	 un	





ricas	 en	 mutaciones	 beneficiosas	 y	 así	 realizar	 sobre	 ellas	 un	 proceso	 mutagénesis	
aleatorizada	 y	 además	estas	bibliotecas	 contienen	menos	 variantes,	 por	 lo	 tanto,	no	
requiere	un	cribado	de	alto	rendimiento.	18	
Todos	los	procesos	explicados	anteriormente	son	los	procesos	que	utiliza	la	ingeniería	























(A	 y	 B)	 que	 están	 unidas	 por	 puentes	 disulfuro	 entre	 residuos	 de	 cisteína,	 y	 es	 una	
proteína	que	ha	sido	altamente	conservada	en	el	tiempo.	Es	secretada	por	las	células	β	
de	 los	 islotes	de	Langerhans	del	páncreas,	 su	secreción	es	continua,	pero	a	un	ritmo	
basal	bajo	que	se	eleva	mucho	cuando	hay	estímulos	alimenticios.	Estimula	la	captación,	










Antes	 de	 entrar	 de	 lleno	 en	 la	 insulinoterapia	 debemos	 saber	 que	 no	 se	 puede	
administrar	 por	 vía	 oral	 ya	 que	 los	 jugos	 gastrointestinales	 la	 hidrolizan,	 también	 es	













(pBR322);	 ya	que	 las	bacterias	producen	β-galactosidasa	 fusionada	a	 la	 insulina	y	así	
poder	ser	detectada,	,	después	se	llevan	a	cabo	las	fases	de	la	mutagenesis	explicadas	
anteriormente	y		mediante	la	oxidación	de	las	cisteínas,	forman	los	puentes	disulfuro	de	














la	 insulina	 lispro,	 que	 la	 diferencia	 es	 que	 la	 insulina	 humana	 tiene	 los	
aminoácidos	lisina	y	prolina	en	las	posiciones	B28	y	B29,	mientras	que	la	insulina	













tejido	 subcutáneo,	 lo	 que	 retrasa	 aún	 más	 su	 absorción.	 Estas	 propiedades	

























La	 primera	 rhGH	 fue	 aprobada	 en	 1985,	 tenía	 una	 secuencia	 idéntica	 a	 la	
humana,	excepto	un	residuo	de	metionina	extra	en	el	extremo	N-terminal	de	la	
cadena	 (que	 se	 pensaba	 prolongaba	 su	 vida	 media),	 pero	 daba	 efectos	
secundarios	 por	 lo	 que	 se	 interrumpió	 su	 venta	 en	 los	 90s.	 En	 1989	 logran	
eliminar	la	metionina	extra	y	se	obtiene	rhGH	idéntica	a	la	humana,	es	decir,	22	
kDa	 y	 191	 aminoácidos.	 Los	 laboratorios	 Pfizer,	 Novo	 Nordisk,	 Eli	 Lilly	 y	

























El	 fragmento	 de	 unión	 al	 antígeno	 o	 región	 Fab.	 Está	 compuesta	 de	 un	 dominio	
constante	y	otro	variable	de	cada	una	de	las	cadenas	ligera	y	pesada	del	anticuerpo.	Y	
contiene	el	paratopo,	lugar	de	unión	del	antígeno. 
La	 región	 Fc	 está	 compuesta	 por	 dos	 o	 tres	 dominios	 constantes	 de	 ambas	 cadenas	



















Figura	 10:	 Esquema	 de	 formas	 de	 anticuerpos.	 A)	 Fragmento	 variable	 de	 cadena	 única	 (scFv)	











por	 sí	mismas	 y	que	 carecen	del	 gen	de	hipoxantina-guanina	 fosforribosiltransferasa	
(HGPRT),	lo	que	las	hace	sensibles	al	medio	HAT.	
Se	fusionan	mediante	electrofusión,	la	cual	hace	que	las	células	B	y	las	del	mieloma	se	
fusionen	 mediante	 un	 campo	 eléctrico,	 o	 mediante	 procesos	 químicos	 utilizando	
















clones,	hijos	 idénticos.	Una	vez	que	 se	establece	una	colonia	de	hibridomas,	 crecerá	




sistema	 inmunológico	 los	 identifica	 como	 extraños	 y	 reacciona	 para	 destruirlos).	
Además,	 hay	 una	 mayor	 presencia	 de	 efectos	 secundarios,	 como	 nefrotoxicidad	 y	
reacciones	alérgicas. Por	 lo	que	debemos	humanizar	el	 anticuerpo	para	mantener	 la	












y	 sufijos	 asociados.	 A)	 El	
anticuerpo	 monoclonal	











que	 se	 centran	 en	 combinar	 genes	 que	 codifican	 la	 región	 constante	 de	 Igs	
humanos	mediante	vectores	con	genes	que	codifican	para	la	región	variable	de	
los	 ratones.	Por	 lo	que	se	conserva	VH	y	VL	del	 ratón	y	se	une	con	una	región	
constante	de	las	cadenas	humanas	ligeras	y	pesadas	(33%	animal).	









Bevacizumab	 (Avastinâ)	 es	 un	 anticuerpo	 monoclonal	 (IgG)	 humanizado,	 se	
produce	por	tecnología	ADN	recombinante	a	partir	de	un	sistema	de	expresión	células	
de	ovario	de	hámster	chino	y	se	administra	como	una	infusión	vía	intravenosa.	Este	mAb	


















todas	 las	 isoformas	del	VEGF	y	bloqueando	 su	unión	a	 los	 receptores-VEGF	 (VEGFR),	
principalmente	VEGFR-1	y	VEGFR-2.	 
VEGFR-1	 contribuye	 a	 la	 proliferación	 celular,	 supervivencia	 y	 permeabilidad,	 y	 la	
activación	de	VEGFR-2	induce	la	migración	celular	y	la	producción	de	factor	tisular. 



















Adalimumab	 (Humiraâ)	 es	 un	 anticuerpo	 monoclonal	 humano	 recombinante,	




















Esta	 vía	 de	 inhibición	 conduce	 a	 una	 amplia	 gama	 de	 respuestas	 antiinflamatorias,	
gracias	 a	 este	 efecto	 puede	 ser	 utilizado	 como	 tratamiento	 en	 diferentes	 patologías	
como:40	
• Artritis	reumatoide	(AR):	Adalimumab	+	metotrexato,	está	indicado	para:	
o AR	 activa	 moderada-grave	 en	 adultos,	 si	 la	 respuesta	 a	 fármacos	
antirreumáticos	modificadores	de	 la	enfermedad	 (FARMEs)	 incluyendo	
metotrexato	haya	sido	insuficiente.	
o AR	activa,	 grave	 y	progresiva	en	adultos	no	 tratados	previamente	 con	
metotrexato.	





o hidradenitis	 supurativa	 activa	 (acné	 inverso)	 de	 moderada-grave	 en	
adultos	 y	 adolescentes	 mayores	 de	 12	 años	 de	 edad	 con	 una	 baja	




un	 tratamiento,	 completo	 y	 adecuado	 con	 corticoesteroides	 y/o	




con	 respuesta	 insuficiente	 al	 tratamiento	 convencional	 incluyendo	
tratamiento	 nutricional	 primario	 y	 un	 corticoesteroide	 y/o	 un	
inmunomodulador,	 o	 que	 son	 intolerantes	 o	 tienen	 contraindicados	
dichos	tratamientos.	
• Colitis	ulcerosa	
o Colitis	 ulcerosa	 activa	moderada-grave,	 en	 adultos	 con	 una	 respuesta	






Figura	 13:	 A)	 Ilustración	 simplificada	 de	 la	 cascada	 de	
citoquinas	 productora	 de	 la	 artritis	 reumatoide.	 Las	
células	T	activadas	invaden	la	membrana	sinovial	y	liberan	
citoquinas	 que	 incluyen	 interleucina	 (IL)	 -2,	 e	 IL-3	
interferón	 (IFN)	 -γ,	 factor	 de	 necrosis	 tumoralàTNF	 α,	
TNF-β.	 Esto	 causa	 que	 los	 macrófagos	 y	 fibroblastos	
sinoviales	produzcan	TNF-α,	IL-1	e	IL-6,	lo	cual	conduce	a	
cascadas	 complejas	 de	 transducción	 de	 señales	 y	 a	 la	
producción	de	moléculas	 involucradas	en	 la	degradación	
tisular	y	que	causan	la	resorción	y	destrucción	del	hueso.		
B)	 El	 adalimumab	 se	 produce	 mediante	 tecnología	 de	
phage	 display,	 creando	 un	 anticuerpo	 con	 VH	 y	 VL	



















La	 fibrosis	quística	es	una	enfermedad	hereditaria,	 autosómica	 recesiva	que	provoca	
mutaciones	 localizadas	 en	 el	 brazo	 largo	 del	 cromosoma	 7,	 exactamente	 en	 el	 gen	
regulador	de	la	conductibilidad	transmembrana	(CFTR).	
Sin	suficientes	copias	funcionales	de	 la	proteína	CFTR	en	sus	membranas	 ,	 las	células	
epiteliales	 no	 pueden	 bombear	 suficiente	 agua	 en	 las	 secreciones,	 lo	 cual	 provoca	
secreciones	 demasiado	 espesas,	 viscosas	 y	 que	 tienden	 a	 obstruir	 los	 conductos	 de	
diversos	órganos,	especialmente	las	vías	pulmonares	de	pequeño	calibre.41	
Las	personas	con	 fibrosis	quística	 son	muy	susceptibles	a	 las	 infecciones	pulmonares	













La	ADNasa1	se	une	de	 forma	muy	estrecha	a	 la	actina	monomérica	 lo	cual	 inhibe	su	
capacidad	para	escindir	el	ADN,	 se	ha	estudiado	que	aminoácidos	 interactúan	con	 la	
actina	y	así	descubrir	dianas	donde	variar	el	aminoácido	mediante	mutagénesis	sitio-









































son	 proteínas	 que	 ayudan	 a	 formar	 el	 coagulo	 de	 fibrina.	 Son	 trece	 los	 factores	 de	
coagulación	conocidos	hasta	el	momento	y	todos	ellos	necesitan	de	cofactores	que	los	
activen	 como	 el	 calcio	 o	 los	 fosfolípidos.	 Cuando	 hay	 una	 deficiencia	 o	 un	 mal	
funcionamiento	de	un	factor	de	coagulación,	el	proceso	de	hemostasia	secundaria	se	
alterará	y	se	impedirá	la	formación	del	coágulo.47		










3	 años	 más	 tarde	 y	 en	 1992,	 se	 autorizó	 el	 primer	 factor	 VIII	 recombinante,	
Recombinate®,	 que	 fue	 sintetizado	 en	CHO,	 siendo	 un	 tratamiento	 revolucionado	 al	
brindar	 más	 seguridad	 y	 eficacia.	 Actualmente,	 existen	 más	 de	 12	 productos	




















































Si	 a	 esto	 le	 sumamos	 el	 desarrollo	 exponencial	 de	 las	 tecnologías	 genómicas	 y	
proteómicas	 las	 cuales	 nos	 ayudaran	 a	 detectar	 los	 genes	 y	 proteínas	 causantes	 de	
distintas	patologías,	esto	nos	proporcionará	una	base	para	su	tratamiento.	Por	lo	que	
en	un	futuro	cercano	lo	que	se	impondrá	será	tratar	a	la	persona	y	no	la	enfermedad,	es	
decir	 terapia	 personalizada.	 Porque,	 aunque	 los	 seres	 humanos	 se	 asemejen	
genéticamente	en	un	99%,	cada	individuo	enferma	y	responde	al	tratamiento	de	forma	
distinta.	
Esto	 tiene	 tanta	 relevancia	 que	 se	 ha	 desarrollado	 lo	 que	 se	 conoce	 con	
farmacogenética,	que	estudia	 la	relación	de	 los	factores	genéticos	que	influyen	en	 la	













• Receptores	 hormonales	 positivos:	 hormonoterapia	 con	 tamoxifeno	 (pre	 y	









tanto	 para	 el	 tratamiento	 oncológico	 como	 el	 de	 otras	 patologías	 se	 desarrollan	
mediante	técnicas	de	ingeniería	genética	y	ADN	recombinante.53	
A	pesar	de	la	crisis	mundial	en	la	que	estamos	sumidos	a	causa	de	la	pandemia	por	el	
SARS-CoV-2,	 están	 en	 investigación	 multitud	 de	 nuevos	 fármacos,	 muchos	 de	 ellos	
anticuerpos	 monoclonales.	 Desde	 el	 1	 de	 enero	 al	 23	 de	 abril	 de	 2021,	 La	 FDA	 ha	




Dostarlimab)	 y	 la	 EMA	 2	 (fam-trastuzumab	 deruxtecan	 y	Moxetumomab	 pasudotox)	
aunque	estos	fármacos	ya	estaban	aprobados	por	la	FDA.		
	





El	objetivo	de	 los	Nanosistemas	de	Liberación	de	Fármacos	es	 transportar	 	 fármacos	
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